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Резюме. Нами была разработана тест-система «БиоЛактам», позволяющая регистрировать уровень бета-
лактамазной активности в биологических субстратах. В настоящем исследовании мы оценили принципиальную
возможность определения бета-лактамазной активностибактериальных суспензий при помощи указанной тест-
системы, а также провели анализ соответствия получаемых результатов данным общепринятых методов
бактериологического обследования. Как оказалось, тест-система «БиоЛактам» может успешно использоваться для
качественной и количественной оценки бета-лактамазной активности бактериальных суспензий. Получаемые при
этом результаты хорошо согласуются с данными исследований с применением диско-диффузионного метода. При
помощи тест-системы «БиоЛактам» можно с высокой степенью достоверности определить: 1) факт продукции
клинически значимых количеств бета-лактамаз при уровне бета-лактамазной активности бактериальной суспензии
>14,2%; 2) факт устойчивости к ингибитор-защищенным бета-лактамам при уровне бета-лактамазной активности
бактериальной суспензии >26,5%; 3) факт устойчивости к цефалоспоринам 3-го поколения при уровне бета-
лактамазнойактивности бактериальной суспензии > 81,2%; 4) при совместном использовании с диско-диффузионным
методом– также факт наличия неферментативных механизмов устойчивости к бета-лактамным антибиотикам. Тест-
система «БиоЛактам» оптимальна для определения уровня устойчивости энтеробактерий к бета-лактамным
антибиотикам, ограниченно применима для определения уровня устойчивости грам(+) кокков к данным препаратам
и не позволяет напрямую дифференцировать обычные бета-лактамазы от БЛРС.
Ключевые слова: тест-система «БиоЛактам», бета-лактамазная активность, бактериальные суспензии,
антибактериальная терапия, диско-диффузионный метод.
Abstract. We have elaborated the test system «BioLactam» enabling the registering of the level of beta-lactamase
activity in biological substrates. In the present study we have evaluated the fundamental possibility of determining beta-
lactamase activity of bacterial suspensions using the above mentioned test system; also we have made the analysis of the
conformity of the obtained results to the data of routine methods of bacteriological examination. It was determined that
test system «BioLactam» may be successfully used for qualitative and quantitative evaluation of beta-lactamase activity
of bacterial suspensions, and the results of testing are in good conformity with those obtained by disk diffusion method.
By means of test system «BioLactam» we can determine the following phenomena with the high level of reliability: 1)
production of clinically significant quantities of beta-lactamases if the level of beta-lactamase activity of bacterial suspension
amounts to >14,2%; 2) resistance to inhibitor-protected beta-lactams if the level of beta-lactamase activity of bacterial
suspension amounts to >26,5%; 3) resistance to cephalosporins of the 3rd generation if the level of beta-lactamase activity
amounts to >81,2%; 4) when used together with disk diffusion method – also the fact of the presence of non-enzymatic
mechanisms of resistance to beta-lactam antibiotics. Test system «BioLactam» is optimal for determining the level of
resistance of enterobacteria to beta-lactam antibiotics; it may be of limited use for determination of gram positive cocci
resistance to the given preparations and doesn’t allow to directly differentiate ESBLs from ordinary beta-lactamases.
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Бета-лактамы – семейство антибиотиков,включающее более 6 структурных разно-видностей, каждая из которых содержит
2-ацетидиноновое кольцо. Они проявили нео-
бычайно высокую активность против широ-
кого спектра бактериальных патогенов, обла-
дая при этом низкой (если не нулевой) ток-
сичностью для клеток млекопитающих. При-
нято считать, что антибиотики бета-лактам-
ной группы – самые удачные антибактериаль-
ные препараты с начала эры антибиотиков
[1].Устойчивость бактерий к бета-лактамным
антибиотикам и ингибиторам бета-лактамаз
– непрерывно растущая проблема. За после-
дние 60 лет частота и уровень устойчивости
бактерий к данному классу антибиотиков не-
уклонно возрастали, вплоть до настоящего
момента, когда многие полагают, что бета-лак-
тамы вскоре окажутся неспособными бороть-
ся с тяжелыми бактериальными инфекциями
[2]. Считается, что основным механизмом воз-
растающей резистентности бактерий к данно-
му классу антибактериальных препаратов яв-
ляется врожденная либо приобретенная спо-
собность продуцировать бета-лактамазы –
ферменты, способные гидролизовать эндоцик-
лическую пептидную связь в бета-лактамных
антибиотиках [3-5]. Выявление факта продук-
ции бета-лактамаз болезнетворными бактери-
ями и оценка их способности гидролизовать
ключевые антибиотики бета-лактамного ряда
лежит в основе способа коррекции антибак-
териальной терапии, широко применяемого в
практике работы соматических и инфекцион-
ных стационаров. Для этого обычно исполь-
зуют диско-диффузионный метод либо (гораз-
до реже) метод Е-тестов либо серийных раз-
ведений в агаре [6]. Тем не менее, перечис-
ленные методы бактериологического анализа
имеют, наряду с достоинствами, и серьезные
недостатки. Так, считающийся наиболее точ-
ным и обладающий наилучшей воспроизво-
димостью метод серийных разведений в ага-
ре отличается высокой стоимостью, значитель-
ной сложностью проведения, большим расхо-
дом реагентов и лабораторной посуды, стро-
гими требованиями к качеству питательных
сред и соблюдению рекомендованных спосо-
бов их приготовления, а также значительной
продолжительностью собственно анализа.
Метод Е-тестов прост в исполнении, но на-
боры реагентов для него чрезвычайно доро-
ги. В свою очередь, диско-диффузионныйме-
тодпозволяет получить удовлетворительную
воспроизводимость результатовтолько при
условии соблюдения достаточно строгих ре-
комендованных условий тестирования и при-
готовления расходных материалов [7, 8], что
на практике приводит к существенным разли-
чиям в результатах данного анализа, получае-
мых на идентичном материале в разных ла-
бораториях. Более того, постоянно встает воп-
рос о сопоставимости данных, полученных с
использованием разных методов анализа ан-
тибиотикоустойчивости.
С целью упрощения, ускорения и удешев-
ления процедуры анализа устойчивости мик-
роорганизмов к бета-лактамным антибиоти-
кам, а также унификации получаемых резуль-
татов нами разработана тест-система «Био-
Лактам». Указанная тест-система позволяет
количественно оценивать уровень бета-лакта-
мазной активности в биологических жидко-
стях (сыворотке крови, спинномозговой жид-
кости, моче, слюне, мокроте), а также в бакте-
риальных суспензиях, приготовленных из за-
ранее выделенных чистых культур микроор-
ганизмов.
Соответственно, целью настоящего ис-
следования была оценка принципиальной
возможности определения бета-лактамазной
активности бактериальных суспензий при
помощи тест-системы «БиоЛактам», а также
анализ соответствияполучаемых результатов
данным общепринятых методов бактериоло-
гического обследования.
Методы
Бактериальные суспензии приготавлива-
лись из свежих (суточной инкубации) чистых
культур энтеробактерий и золотистых стафи-
лококков. Выделение и идентификацию мик-
роорганизмов выполняли в соответствии с
общепринятыми рекомендациями [9]. Исход-
ным материалом для приготовления суспен-
зий служили чистые культуры бактерий, рас-
тущие на поверхности питательных сред
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(Эндо либо Ресселя – для энтеробактерий,
желточно-солевом агаре – для стафилококков)
в пробирках с «косым агаром». В пробирку с
питательной средой вносилось 2-3 мл сте-
рильного физиологического раствора хлори-
да натрия. После этого пробирка энергично
встряхивалась до тех пор, пока жидкость над
агаром не становилась опалесцирующей. За-
тем жидкость извлекалась из пробирки и (при
необходимости) разводилась стерильным фи-
зиологическим раствором хлорида натрия до
0,5 ЕД стандарта мутности Макфарландапу-
тем сравнения с эталоном. Часть полученной
взвеси использовалась для определения бета-
лактамазной активности, остаток мог быть
использован для определения устойчивости
бактерий к антибиотикам диско-диффузион-
ным методом. Чувствительность анализа за-
метно повышалась, если бактериальная взвесь
перед анализом подвергалась однократному
замораживанию – оттаиванию, что приводи-
ло к разрушению части бактериальных тел и
высвобождению заключенных в них бета-лак-
тамаз. Все изученные нами изоляты микроор-
ганизмов были протестированы на предмет
устойчивости к ампициллину, цефотаксиму и
амоксициллин/ клавуланату, что должно было
позволить нам зафиксировать продукцию
бета-лактамаз вообще, и БЛРС – в частности.
При этом был использован диско-диффузион-
ный метод в его классическом варианте [6].
Всего был собран и изучен 131 клини-
ческий изолят, в том числе 45 изолятов E. coli,
29 изолятов Cytrobacterfrondi, 21 изолят
Staphylococcusaureus, 10 изолятов Proteusvulgaris,
6 изолятов Proteusmirabilis, 5 изолятов
Salmonellaenteritidis, по 4 изолята Entero-
bactercloacae и Klebsiella pneumoniae, по 2 изо-
лята Salmonellalondon и Salmonellavirchov, и по 1
изоляту Proteusmorganii, Pseudomona-saeruginosa
иSalmonellatyphimurium. Почти все перечислен-
ные микроорганизмы были выделены из фе-
калий больных с острыми диарейными забо-
леваниями, госпитализированных в кишечное
отделение ВОКИБ, в условиях бактериологи-
ческой лаборатории ВОКИБ. Значительная
часть изолятов золотистых стафилококков
была выделена при бактериологическом ис-
следовании мазков из ротоглотки. Определен-
но, отнюдь не все вышеупомянутые бактерии
являлись причинными агентами соответству-
ющих инфекционных заболеваний, поскольку
лишь незначительная их часть принадлежит к
облигатным патогенам человека (сальмонел-
лы, клебсиелла, синегнойная палочка); осталь-
ные относятся к условно-патогенной (стафи-
лококки, энтеробактер) либо непатогенной
(кишечная палочка, протей) флоре. Тем не ме-
нее, общеизвестно, что непатогенные и услов-
но-патогенные энтеробактерии, а также золо-
тистые стафилококки – комменсалы кожных
покровов и слизистых, – отличаются высоким
уровнем продукции бета-лактамаз (обычно
класса А), нередко превышающим таковой у
болезнетворных бактерий [11-16]. Кроме того,
патогенные и непатогенные энтеробактерии
свободно обмениваются факторами резистен-
тности (обычно – перевиваемыми R-плазми-
дами), что было неоднократно документиро-
вано в научной литературе [13, 17].
В основе функционирования тест-си-
стемы «БиоЛактам» лежит спектрофотомет-
рическая методика, базирующаяся на изме-
нении окраски синтетического антибиоти-
ка цефалоспоринового ряда нитроцефина
при распаде его бета-лактамной связи. При
этом происходит батохромный сдвиг в хро-
мофорной системе молекулы, и окраска ре-
акционной смеси меняется с желтой на крас-
но-оранжевую. Максимум поглощения про-
дукта реакции меняется с 390 нм на 486 нм,
что и делает возможным спектрофотомет-
рическую детекцию. Показано, что нитро-
цефин разрушается всеми известными бета-
лактамазами [18]. Для экспериментов мы ис-
пользовали химически чистый нитроцефин
производства Calbiochem (кат. № 484400).
Бета-лактамазная активность оценивалась в
% распада стандартного количества нитро-
цефина, вносимого в каждую пробу.
Статистический анализ результатов ис-
следования производился при помощи анали-
тических пакетов Statistica 8.0 и SPSS 19.
В качестве показателей центральной тен-
денции значений изучаемых признаков ис-
пользовали среднее арифметическое (М) и/или
медиану (Ме) с указанием 95% доверительно-
го интервала. При необходимости охарактери-
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зовать разброс значений какого-либо призна-
ка указывали его минимальное и максималь-
ное значения, а также первый и третий квар-
тили. Уровень достоверности нулевой гипо-
тезы (р) для принятия решения о значимости
полученных результатов во всех тестах был
принят равным или менее 0,05. Для выявле-
ния корреляционных взаимосвязей мы исполь-
зовали метод ранговых корреляций Спирме-
на, для подтверждения достоверности разли-
чий изучаемых признаков в независимых вы-
борках – U-тест Манна-Уитни или медианный
тест (при попарном сравнении переменных)
либо дисперсионный анализ Краскела-Уолле-
са (при одновременном сравнении перемен-
ных в 3 и более выборках).
Оценка эффективности диагностических
методик определялась при помощи ROC-ана-
лиза с построением ROC-кривых и расчетом
«отсечных» значений бета-лактамазной актив-
ности, соответствующих оптимальному соче-
танию чувствительности и специфичности
метода. Для данных вычислений мы исполь-
зовали программу MedCalc 10.2.
Результаты и обсуждение
Анализ устойчивости испытуемых мик-
роорганизмов к ключевым антибиотикам бета-
лактамного ряда с применением диско-диф-
фузионного метода показал, что 73 изолята из
131 (55,7%, 95% ДИ: 47,2…64,2) оказались
устойчивы к ампициллину (из них 16, или
21,9% – умеренно чувствительны к данному
антибиотику). Устойчивыми к амоксициллин/
клавуланату оказались 49 изолятов (37,4%, 95%
ДИ: 29,1…45,7), в том числе умеренно чув-
ствительных – 19 (38,8%). Устойчивыми к це-
фотаксиму оказалось всего 17 изолятов (13,0%,
95% ДИ: 7,2…18,7), из них умеренно чувстви-
тельных – 6 (35,3%).
Параллельный анализ бета-лактамазной
активности тех же клинических изолятов бак-
терий, выполненный нами при помощи тест-
системы «БиоЛактам», показал, что большая
часть анализируемых микроорганизмов (111,
или 84,7%, 95% ДИ: 78,6…90,9) обладала не-
нулевой бета-лактамазной активностью, т.е.
продуцировала те или иные бета-лактамазы.
Средний уровень и дисперсия значений ука-
занной активности несколько разнились в
зависимости от избранной методики пробо-
подготовки: так, в варианте, когда определялась
активность нативной бактериальной суспен-
зии, данные показатели составили 20,1% (95%
ДИ: 14,8…25,4), медиана уровня активности –
7,3% (25‰ – 2,8, 75‰ – 25,0); в случае же, ког-
да бактериальная суспензия перед анализом
была подвергнута кратковременному замора-
живанию/ оттаиванию, средний уровень реги-
стрируемой бета-лактамазной активности со-
ставил 34,3% (95%ДИ: 28,0…40,5), а медиана
– 17,4% (25‰ – 6,6, 75‰ – 63,2). Повышение-
регистрируемой бета-лактамазной активности,
вероятно, происходитвследствие разрушения
микробных тел с высвобождением содержа-
щихся в их цитоплазме бета-лактамаз. Разница
между медианами уровней бета-лактамазной
активности бактериальных суспензий, регист-
рируемых при обоих вариантах пробоподготов-
ки, оказалась статистически значимой (меди-
анный критерий, р=0,007).
Корреляционный анализ Спирмена по-
казал наличие статистически значимых обрат-
ных корреляций средней силы между уровнем
бета-лактамазной активности бактериальных
суспензий (здесь и далее – регистрируемой при
использовании обработки замораживанием/
оттаиванием для подготовки проб) и диамет-
рами зон ингибирования вокруг дисков с ам-
пициллином (R=-0,683,р<0,0001, n=130),
амоксициллин/ клавуланатом (R=-0,624,
р<0,0001, n=130) и цефотаксимом (R=-0,515,
р<0,0001, n=130). Выявлены также прямые
корреляции средней силы между уровнем
бета-лактамазной активности бактериальных
суспензий и наличием у соответствующих
микроорганизмов устойчивости к вышепере-
численным антибиотикам (определеннойпри
помощи диско-диффузионного анализа) – ам-
пициллину (R=0,615,р<0,0001, n=130), амок-
сициллину/ клавуланату (R=0,587, р<0,0001,
n=130) и цефотаксиму (R=0,477, р<0,0001,
n=130). Таким образом, можно утверждать, что
существует достаточно хорошее соответствие
между результатами применения диско-диф-
фузионного метода и разработанной нами
тест-системы «БиоЛактам».
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Наблюдаемая разница, вероятнее всего,
обусловлена действием двух факторов: 1) зна-
чительной вариабельности результатов диско-
диффузионного анализа, которую невозмож-
но полностью преодолеть в условиях обыч-
ной бактериологической лаборатории; 2) фе-
номена неферментативной устойчивости мик-
роорганизмов к бета-лактамным антибиоти-
кам. Ввиду того, что значительная часть мик-
роорганизмов, вошедших в анализируемую
выборку (n=25, или 19,1%), представлена
грам(+) кокками, для которых неферментатив-
ная устойчивость является более типичной,
чем продукция бета-лактамаз, нельзя ожидать
полного совпадения результатов диско-диффу-
зионного и нитроцефинового методов анали-
за, поскольку распад нитроцефина происходит
лишь в присутствии бета-лактамаз либо ЧСА;
здесь лежит одно из ограничений практичес-
кой применимости предлагаемой нами тест-
системы. Более того, некоторую часть выбор-
ки микроорганизмов, использованной в на-
стоящем исследовании, составляют
P. aeruginosa и различные виды сальмонелл
(n=11, или 8,4%); указанные возбудители так-
же способны реализовывать различные вари-
анты неферментативной устойчивости к бета-
лактамным антибиотикам [19-21].
Проведенный нами ROC-анализ показал,
что при уровне бета-лактамазной активности
бактериальной суспензии, равном или превы-
шающем 14,2%, соответствующий возбудитель
продуцирует клинически значимые количества
бета-лактамаз, что приводит к существенному
снижению эффективности антибиотиков бета-
лактамного ряда (кроме цефалоспоринов 3-4
поколения, карбапенемов, монобактамов и ин-
гибитор-защищенных препаратов). При срав-
нении с диско-диффузионным методом в каче-
стве референсного чувствительность методи-
ки составляет 76,4% (95% ДИ: 64,9…85,6), спе-
цифичность – 82,8% (95% ДИ: 70,6…91,4),
AUC=0,856 (95% ДИ: 0,784…0,912),р<0,0001.
Если определенная в процессе экспери-
мента бета-лактамазная активность бактери-
альной взвеси равна или превышает 26,5%,
то соответствующий возбудитель устойчив
также и к ингибитор-защищенным бета-лак-
тамам. При сравнении с диско-диффузионным
методом в качестве референсного чувстви-
тельность методики составляет 79,2% (95%
ДИ: 65,0…89,5), специфичность – 79,3% (95%
ДИ: 68,9…87,4), AUC=0,850 (95% ДИ:
0,777…0,907), р<0,0001.
В случае же, если зарегистрированная в
ходе анализа бета-лактамазная активность бак-
териальной взвеси равна или превышает
81,2%, соответствующий возбудитель устой-
чив также к цефалоспоринам третьего поко-
ления, т.е., возможно, является продуцентом
БЛРС. При сравнении с диско-диффузионным
методом в качестве референсного чувстви-
тельность методики составляет 82,4% (95%
ДИ: 56,6…96,0), специфичность – 94,7% (95%
ДИ: 88,8…98,8), AUC=0,908 (95% ДИ:
0,844…0,951),р<0,0001.
Таким образом, разработанная нами тест-
система «БиоЛактам» позволяет с высокой
степенью достоверности получать ряд важных
сведений обустойчивости возбудителей ин-
фекционных заболеваний к антибиотикам
бета-лактамного ряда, что является необходи-
мым условием для проведения рациональной
антибактериальной терапии.
Если в ходе исследования с применени-
ем тест-системы «БиоЛактам» бета-лактамаз-
ная активность бактериальной суспензии ока-
залась невысокой (менее 14%), но, согласно
данным правильно (с соблюдением стандар-
тов NCCLS [6]) выполненного диско-диффу-
зионного анализа, соответствующий клини-
ческий изолят устойчив к тем или иным бета-
лактамным антибиотикам, можно констатиро-
вать, что данныйвозбудитель обладает каким-
либо из неферментативных механизмов ус-
тойчивости к антибиотикам бета-лактамного
ряда; в случае грам(+) кокковой флоры это, как
правило, снижение аффинности ПСБ, а энте-
робактерий – усиленный выброс антибиоти-
ков из цитоплазмылибо снижение проницае-
мости наружной мембраны для бета-лактам-
ных антибиотиков.
Можно заключить, что тест-система
«БиоЛактам» не конкурирует с диско-диффу-
зионным методом, а дополняет его, позволяя
получать важную информацию о природе ан-
тибиотикоустойчивости микроорганизмов –
возбудителей инфекционных заболеваний.
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Разработанная нами тест-система опти-
мальна для определения устойчивости к бета-
лактамным антибиотикам бактерий кишечной
группы (т.е. различных штаммов кишечной
палочки, псевдомонад, сальмонелл, шигелл,
цитробактера, протея, клебсиелл и т.п.), по-
скольку их устойчивость к бета-лактамным
антибиотикам опосредуется почти исключи-
тельно продукцией разнообразных бета-лак-
тамаз. Соответственно, тест-система ограни-
ченно применима для определения уровня
устойчивости к бета-лактамам грам(+) кокков
(т.е. различных штаммов стрепто- и стафило-
кокков), поскольку устойчивость данных бак-
терий к препаратам бета-лактамной группы
может обусловливаться как продукцией бета-
лактамаз (ряд штаммов стафилококков), так и
модификацией пенициллин-связывающих
белков (все стрептококки, часть стафилокок-
ков). В последнем случае тест-система пока-
жет отсутствие бета-лактамазной активности
бактериальной взвеси при фактическом нали-
чии устойчивости анализируемой культуры к
антибиотикам бета-лактамной группы. Кро-
ме того, тест-система не позволяет напрямую
дифференцировать обычные бета-лактамазы
от БЛРС, поскольку и те, и другие эффективно
разрушают нитроцефин.
Заключение
1. Разработанная нами тест-система
«БиоЛактам» может успешно использоваться
для качественной и количественной оценки
бета-лактамазной активности бактериальных
суспензий. Получаемые при этом результаты
хорошо согласуются с данными параллельных
исследований с применением диско-диффузи-
онного метода, с поправкой на неизбежные
огрехи при постановке последнего, а также с
учетом того факта, что устойчивость ряда мик-
роорганизмов к бета-лактамным антибиоти-
кам не связана с продукцией бета-лактамаз.
2. При помощи тест-системы «БиоЛак-
там» можно с высокой степенью достоверно-
сти определить:
– факт продукции клинически значимых
количеств бета-лактамаз при уровне бета-лак-
тамазной активности бактериальной суспен-
зии >14,2% (чувствительность данного теста
составляет 76,4%, специфичность – 82,8%);
– факт устойчивости к ингибитор-защи-
щенным бета-лактамам при уровне бета-лак-
тамазной активности бактериальной суспен-
зии >26,5% (чувствительность данного теста
составляет 79,2%, специфичность – 79,3%);
– факт устойчивости к цефалоспоринам
3-го поколения при уровне бета-лактамазной
активности бактериальной суспензии >81,2%
(чувствительность данного теста составляет
82,4%, специфичность – 94,7%);
– при совместном использовании с дис-
ко-диффузионным методом бактериологичес-
кого анализа – также факт наличия нефермен-
тативных механизмов устойчивости к бета-
лактамным антибиотикам.
3. Тест-система «БиоЛактам» оптималь-
на для определения уровня устойчивости эн-
теробактерий к бета-лактамным антибиоти-
кам, ограниченно применима для определе-
ния уровня устойчивости грам(+) кокков к дан-
ным препаратам и не позволяет дифференци-
ровать обычные бета-лактамазы от БЛРС.
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